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RESUMO 
A função mais comumente associada às plaquetas é a de hemostase, com 
formação do coágulo sanguíneo e bloqueio da hemorragia. Apesar da função 
hemostática já ser bem descrita, tem se demonstrado que plaquetas participam de outros 
mecanismos fisiológicos e têm sua biologia associada a doenças neuropsiquiátricas. 
Desde 1960, vários trabalhos têm utilizado plaquetas como marcadores periféricos da 
função neuronal do sistema nervoso central (SNC). Os principais motivos que levam a 
essa abordagem são a inerente dificuldade de acesso direto à função cerebral in vivo e as 
similaridades entre plaquetas e neurônios centrais, tornando-as importantes para o 
estudo de algumas funções do SNC. Vindo de encontro com esse trabalho, plaquetas 
contêm BDNF (fator neurotrófico derivado do cérebro) estocado em seus grânulos 
(YAMAMOTO e GURNEY, 1990) e são capazes de liberá-lo quando estimuladas por 
agonistas (FUJIMURA et al., 2002). Assim, as plaquetas contribuem para os níveis de 
BDNF circulatório no plasma, o qual varia fisiologicamente conforme a idade, gênero e 
parâmetros físicos em adultos (LOMMATZSCH et al., 2005). Já foi descrito menores 
concentrações de BDNF em plasma rico em plaquetas de pacientes suicidas e não-
suicidas diagnosticados com depressão maior (LEE e KIM, 2009) e que o tratamento 
com o antidepressivo sertralina aumenta a liberação de BDNF plaquetário e, por 
consequência, plasmático (WATANABE et al., 2010). Recentemente, o fármaco 
riluzole (6-(trifluorometoxi)benzotiazol-2-amina) foi proposto para o tratamento da 
depressão, uma vez que essa droga é capaz de baixar os níveis de glutamato extracelular 
e aumentar a expressão de BDNF, ambos mecanismos que poderiam estar associados 
com sua ação antidepressiva (SANACORA et al., 2007). Considerando que o riluzole 
aumenta os níveis de BDNF no soro de pacientes, nós investigamos se o tratamento com 
essa droga poderia estimular a liberação dessa neurotrofina de plaquetas humanas 
obtidas de doadores saudáveis. Em nosso estudo, buscamos verificar se há mudanças 
nas concentrações de BDNF extracelulares quando plaquetas são tratadas com riluzole 
in vitro. 
Observamos que há uma ampla distribuição nos níveis de BDNF plaquetários na 
população amostral, que varia de 9,0 a 220,2 pg 10
-6
 plaquetas. Quando plaquetas foram
incubadas com riluzole por 4h, o valor basal de BDNF comparado com os controles 
(92,9 ± 11,1 pg 10
-6
 plaquetas) se mostrou significativamente elevado (p<0,05). Mesmo
para plaquetas de doadores que apresentavam baixo nível basal de BDNF, o tratamento 
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com riluzole estimulou a liberação dessa neurotrofina. Um significativo efeito 
estimulatório sobre a liberação de BDNF foi observado a partir do tratamento com 10 
μM de riluzole (15%), sendo mantido elevado com 40 μM (22%) e 100 μM (20%). 
O novo efeito descrito para o riluzole pode contribuir para o entendimento dos 
mecanismos envolvidos com sua ação terapêutica, reforçando a sugestão para seu uso 





1. Introdução geral sobre as plaquetas 
Plaquetas ou trombócitos são pequenas células em forma de disco, medindo 
entre 2 e 3µm de diâmetro e derivadas da fragmentação de seus precursores, os 
megacariócitos. Sua meia-vida é de 5 a 9 dias e em seu interior há diversos grânulos que 
podem ser secretados. Os alfa-grânulos, as organelas mais numerosas em plaquetas, 
contém diversos fatores de crescimento (fator de crescimento ligado à insulina, fator de 
crescimento plaquetário, fator de necrose tumoral β, entre outros) e proteínas 
relacionadas com a coagulação (fator de von Willebrand, fibronectina e moléculas de 
adesão plaquetária). Já os delta-grânulos, (também chamados de corpos densos) são 
ricos em ATP, ADP, serotonina, pirofosfato, cálcio e magnésio. Em geral, são 10 vezes 
menos concentrados em plaquetas quando comparados com os alfa-grânulos (REED, 
2006). 
 
Figura 1: Eletromicrografias de plaquetas, destacando-se seus alfa-grânulos (seta em A) e delta grânulos (seta 
em B). Aumento x22.000 (a) e x15.000 (b).Imagem adaptada de WHITE, James G. Platelet Structure. In: 
MICHELSON, Alan D. Platelets. Boston: Elsevier, 2006. p. 47-75. 
A função mais comumente associada às plaquetas é a de hemostase, com 
formação do coágulo sanguíneo e bloqueio da hemorragia. De forma geral, inicialmente 
há um dano endotelial levando à exposição de colágeno para as plaquetas circulantes. 
Esse colágeno se associa a receptores de superfície plaquetária, glicoproteínas Ia/IIa, 
levando à ativação dessas células. Há ainda a ligação das plaquetas com o fator de von 
Willebrand, formando ligações adicionais com colágeno. Em seguida, ocorre a liberação 
dos conteúdos dos grânulos para o plasma sanguíneo, com consequente ativação de 
A B 
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outras plaquetas e modificação da glicoproteína IIb/IIIa, a qual resulta no aumento da 
sua afinidade pelo fibrinogênio. A partir dessa etapa, acontece a ativação da cascata de 
coagulação, que pode seguir duas vias distintas, envolvendo diversos fatores de 
coagulação. Como produto comum há a formação da trombina, a qual promove a 
conversão do fibrinogênio em fibrina, levando ao reforço do tampão hemostático 
(PALLISTER e WATSON, 2010).  
Apesar da função hemostática já ser bem descrita, tem se demonstrado que 
plaquetas participam de outros mecanismos fisiológicos, como imunorregulação em 
processos inflamatórios envolvendo recrutamento de leucócitos ao secretarem 
moléculas de adesão (MCGREGOR et al., 2006) e regeneração de tecidos, como por 
exemplo, o tecido hepático, ao secretarem diversos fatores de crescimento 
(NOWATARI et al., 2013). Além disso, plaquetas também desempenham papeis 
importantes em patologias que não diretamente dizem respeito à hemostase. Essas 
células já foram observadas como facilitadoras em processos de metástase em diversos 
cânceres, com participação na angiogênese e progressão tumoral (GASIC et al., 1968; 
KARPATKIN et al., 1981) e associadas com complicações do diabetes mellitus 
(STRATMANN et al., 2006). Ademais a essas patologias, no que diz respeito 
diretamente a esse trabalho, a biologia das plaquetas tem sido associada com doenças 
neuropsiquiátricas. 
1.1 BDNF 
O fator neurotrófico derivado do cérebro (brain-derived neurotrophic factor - 
BDNF) foi descoberto em 1982 (BARDE et al., 1982) como sendo capaz de promover a 
sobrevivência de uma população de neurônios do gânglio dorsal em porcos. Desde 
então outros fatores neurotróficos vêm sendo descritos e estudados, como por exemplo a 
neurotrofina-3 (NT-3) (MAISONPIERRE et al., 1990) e a neurotrofina-4/5 (NT-4/5) 
(HALLBOOK et al., 1991), cada uma com um padrão distinto de efeitos tróficos em 
populações de neurônios no sistema nervoso central ou periférico (BINDER e 
SCHARFMAN, 2004). O BDNF compartilha em torno de 50% de identidade de seus 
aminoácidos com o fator de crescimento nervoso (NGF), NT-3 e NT-4/5. Assim como 
esses fatores, o BDNF é inicialmente produzido com uma pró-neurotrofina, 
necessitando sua clivagem para atuar como neurotrofina madura (CHAO e 
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BOTHWELL, 2002). De forma geral, cada neurotrofina se liga a um tipo de receptor 
cinase relacionado à tropomiosina (tropomyosin-related kinase receptor – trk), membros 
da família dos receptores tirosina cinase (PATAPOUTIAN et al., 2001). Isso leva à 
dimerização desses receptores, consequente ativação de cinases e subsequente 
autofosforilação de múltiplos resíduos de tirosina do receptor, criando sítios específicos 
para proteínas intracelulares alvo (como a proteína fosfolipase C e a subunidade p85 da 
proteína fosfatidil-3-inositol cinase) (PATAPOUTIAN et al., 2001). Dentro da família 
de receptores trk, trkB é responsável pela ligação do BDNF, o qual pode se ligar a 
forma completa ou truncada desse receptor, havendo diferença nos processos que 
podem ser desencadeados (PATAPOUTIAN et al., 2001). A ligação do BDNF também 
ocorre em p75, um receptor transmembrana que tem relação com proteínas da 
superfamília dos fatores de necrose tumoral (TNF) e leva à sobrevivência celular, 
mielinização e migração celular (COSGAYA et al., 2002; ROUXe BARKER, 2002). 
 
 
O BDNF tem ações de sobrevivência e crescimento em uma variedade de 
neurônios, incluindo células do gânglio da raiz dorsal e do hipocampo (ACHESON et 
al, 1995; HUANG e REICHARDT, 2001). Camundongos knockout homozigotos para 
BDNF não são capazes de sobreviver após 3 semanas, enquanto os heterozigotos 
knockout exibem fenótipos com prejuízo de aprendizagem espacial, mostrando a 
Figura 2: Neurotrofinas se ligam seletivamente a receptores Trk específicos, enquanto todas se ligam 
a p75. Apenas uma proteína transmembrana do receptor dimérico foi representada. Imagem 
adaptada de Moses V. Chao “Neurotrophins and their receptors: A convergence point for many 
signalling pathways” Nature Reviews Neuroscience 4, 299-309 (April 2003). 
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importância dessa neurotrofina no correto desenvolvimento neural (HUANG e 
REICHARDT, 2001). Além disso, de forma geral, o BDNF parece atuar facilitando 
sinapses excitatórias glutamatérgicas, como, por exemplo, se fazendo necessário para 
que ocorra a potenciação de longa duração (LTP) (KORTE et al., 1995). O BDNF 
também foi descrito como estimulador da neurogênese, aprendizagem e memória, 
havendo aumento desse fator neurotrófico no córtex parietal de animais que aprederam 
a usar determinados objetos (ISHIBASHI et al., 2002) e também aumento no 
hipocampo de animais que passaram por processos de aprendizagem (HALL et al., 
2000). 
Com tamanha importância em diferentes processos cognitivos, os níveis de 
BDNF também aparecem modificados em diversas patologias. Na epilepsia, por 
exemplo, essa neurotrofina tem seu mRNA e sua proteína aumentada no hipocampo e, 
ao se utilizar agentes anti-BDNF ou o uso de camundongos knockout para BDNF, nota-
se diminuição dos quadros convulsivos (ERNFORS et al., 1991; KOKAIA et al., 1995). 
Além disso, esse fator neurotrófico se apresenta diminuído em algumas doenças 
neurodegenerativas, com menor expressão de mRNA no hipocampo de indivíduos com 
doença de Alzheimer e menor expressão da sua proteína na substância negra de 
indivíduos com doença de Parkinson (PHILLIPS et al., 1991; HOWELLS et al., 2000). 
No campo das doenças neuropsiquiátricas também se encontra diminuição dos níveis de 
BDNF, como no caso da depressão maior, cujo tratamento com determinados 
antidepressivos levam ao aumento de seu mRNA e proteína (CHEN et al., 2001). 
Assim, a quantificação do BDNF em neuropatologias, tanto auxiliando no possível 
diagnóstico quanto avaliando a eficácia do tratamento é uma ferramenta importante a 
ser explorada.  
 
1.2 Plaquetas: relação com SNC e BDNF 
Desde 1960, vários trabalhos têm utilizado plaquetas como marcadores 
periféricos da função neuronal do sistema nervoso central (SNC). Os principais motivos 
que levam a essa abordagem são a inerente dificuldade de acesso direto ao tecido 
cerebral e as similaridades entre plaquetas e neurônios centrais (GURGUIS,2006). 
Plaquetas humanas compartilham diversas características com neurônios e astrócitos, 
tornando-as importantes para o estudo de algumas funções do SNC (STAHL, 1977; DA 
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PRADA et al., 1988). Inicialmente, essas células foram estudadas como modelo 
sináptico serotoninérgico e dopaminérgico, uma vez que elas são capazes de liberar e 
recaptar serotonina (5HT) e dopamina (BARBEAU et al., 1975; ZIEVE et al., 1968), 
além de expressarem receptores serotoninérgicos (SHELINEet al., 1995). As 
membranas das plaquetas possuem receptores HT2A similares aos encontrados no 
córtex, os quais são acoplados à fosfolipase C através de proteínas Gq/11 (SMRCKA et 
al., 1991). Apresentam também transportadores serotoninérgicos (5-HTTP) e 
transportadores vesiculares de monoaminas (VMAT2) idênticos aos do córtex (LESCH 
et al., 1993). Além disso, plaquetas apresentam organelas subcelulares que armazenam 
serotonina e mitocôndrias com presença de monoaminoxidase (MAO) capaz de 
catabolizar esse neurotransmissor (PLEIN e BERK, 2001). Existem trabalhos 
correlacionando a expressão e atividade de receptores de serotonina em plaquetas e 
algumas patologias psiquiátricas. Observou-se que a captação de 5HT por plaquetas de 
pacientes depressivos está diminuída, bem como sua resposta de agregação na presença 
de 5HT (BUTLER e LEONARD, 1988). Alguns autores sugerem que há o aumento dos 
valores de binding (Bmax) a receptores 5HT2 em plaquetas de pacientes com 
esquizofrenia (PANDEY et al., 1993), enquanto outros apontam a diminuição deste 
(MARAZZITI et al., 1989). 
Plaquetas também estão envolvidas no metabolismo do glutamato, expressando 
receptores (FRANCONI et al., 1996) e transportadores de aminoácidos excitatórios 
(EAAT) 1, 2 e 3 com papeis distintos na captação deste aminoácido (ZOIA et al., 2004). 
DANIELE et al., 2012 demonstraram que pacientes com episódios de mania mostraram 
um aumento na captação de glutamato e diminuição na captação de GABA por 
plaquetas. De forma oposta, pacientes com episódios de depressão apresentaram um 
aumento na captação de GABA. FERRARESE et al., 2001 demonstraram uma redução 
na captação de glutamato por plaquetas em pacientes com doença de Parkinson, 
enquanto RAINESALO et al., 2003 realizaram um estudo em que pacientes com 
esclerose hipocampal e epilepsia mioclônica juvenil apresentaram níveis maiores de 
captação de glutamato por plaquetas. BOS et al., 2006 observaram que a atividade da 
enzima glutamina sintetase (E.C 6.3.1.2) está aumentada em plaquetas de pacientes com 
esclerose lateral amiotrófica, podendo indicar um aumento no metabolismo de 
glutamato necessário para a retirada desse aminoácido excitatório do sangue. Além 
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disso, em pacientes com enxaquecas com aura já se demonstrou um aumento de 
glutamato plaquetário (D’ANDREA et al., 1991). 
No que diz respeito ao metabolismo do GABA, já foi demonstrado que plaquetas 
têm capacidade de captação de GABA dependente de sódio (HAMBLEY e 
JOHNSTON, 1985). Também se observou a presença da enzima GABA-transaminase 
(GABA-T) nessas células, sugerindo que a atividade desta enzima em plaquetas seja 
equivalente àquela cerebral (SHERIF, 1994). Alguns estudos indicam ainda que a 
atividade de GABA-T em plaquetas de pacientes com epilepsia está alterada 
(ARTEAGA et al., 1993). RAINESALO et al., 2003 mostraram não só uma menor 
captação de GABA por plaquetas de pacientes com síndrome epiléptica generalizada, 
epilepsia mioclônica juvenil e epilepsia refratária localizada como também um aumento 
na atividade de GABA-T. 
Vindo de encontro com esse trabalho, plaquetas contêm BDNF estocado em seus 
grânulos (YAMAMOTO e GURNEY, 1990) e são capazes de liberá-lo quando 
estimuladas por agonistas (FUJIMURA et al., 2002). Assim, as plaquetas contribuem 
para os níveis de BDNF circulatório no plasma, o qual varia fisiologicamente conforme 
a idade, gênero e parâmetros físicos em adultos (LOMMATZSCH et al., 2005). A 
origem do BDNF encontrado no plasma ainda não é esclarecida, com hipóteses que 
sugerem o endotélio vascular e células musculares lisas como possíveis fontes 
(FUJIMURA et al., 2002). Uma vez que essa neurotrofina é capaz de atravessar a 
barreira hematoencefálica em ambas as direções, uma parte substancial de BDNF 
poderia se originar de células neuronais e gliais do sistema nervoso central (PAN et al., 
1998). 
A função do BDNF no sangue periférico ainda é pouco esclarecida, porém 
alguns autores sugerem que essa neurotrofina possa se encontrar em maiores ou 
menores concentrações plasmáticas em determinada condição patológica ou no período 
em que o indivíduo esteja utilizando determinados fármacos. Por exemplo, já foi 
descrito menores concentrações de BDNF em plasma rico em plaquetas (PRP) de 
pacientes suicidas e não-suicidas diagnosticados com depressão maior (LEE e KIM, 
2009) e que o tratamento com o antidepressivo sertralina aumenta a liberação de BDNF 
plaquetário e, por consequência, plasmático (WATANABE et al., 2010). Também se 
observou uma correlação significante entre os níveis de BDNF e os índices na escala de 
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depressão, inclusive com autores sugerindo que esse fator neurotrófico possa servir de 
biomarcador para os estados de humor e para avaliação da progressão de distúrbios do 
humor, como depressão maior e distúrbio bipolar (BRUNONI et al., 2008; 
FERNANDES et al., 2011). Em pacientes com doença de Alzheimer já se descreveu a 
diminuição de BDNF no PRP (PLÁTENÍK et al., 2014) e que a velocidade de declínio 
cognitivo se mostrava menor conforme esses indivíduos apresentavam maiores 
concentrações de BDNF no soro (LASKE et al., 2011). O BDNF plaquetário também 
pode ser mobilizado por drogas neuropsiquiátricas, se observando aumento desse BDNF 
quando indivíduos depressivos são submetidos a tratamento com citalopram (SERRA-
MILLÀS et al., 2011).  
 
1.3 Riluzole 
O riluzole (6-(trifluorometoxi)benzotiazol-2-amina) é uma droga utilizada para 
tratamento da esclerose lateral amiotrófica aprovada pela Administração de Alimentos e 
Drogas (Food and Drug Administration, FDA) desde 1995. Seu mecanismo de ação 
clássico descrito se dá através do bloqueio de canais de sódio voltagem-dependentes 
sensíveis a tetradotoxina inativos em neurônios danificados, suprimindo o excesso de 
estimulação dos receptores glutamatérgicos e o massivo influxo de cálcio (SONG et al., 
1997). Porém, desde sua descrição, tem se estudado a ação dessa droga sobre outros 
canais (AHN et al., 2005) e sobre o metabolismo glutamatérgico, diminuindo seus 
níveis extracelulares (DALL’IGNA et al., 2013).  
O riluzole parece também estar envolvido no metabolismo de neurotrofinas, uma 
vez que ratos tratados com essa droga demonstraram aumento de BDNF no giro 
denteado hipocampal ao ativar a proteína p38 MAPK, presente na via de sinalização 
envolvida na produção dessa neurotrofina (KATOH-SEMBA et al., 2009). Já se 
comprovou o efeito do riluzole de reverter os baixos níveis de BDNF no hipocampo de 
ratos modelos para depressão induzida por corticosterona, refletindo a ação de 
antidepressivos clássicos, como sertralina (GOURLEY et al., 2012). O riluzole também 
promove a síntese de NGF e GDNF (fator neurotrófico de linhagem glial) além de 
BDNF em cultura de astrócitos de camundongos, através dos quais exerce seu efeito 
neuroprotetor (MIZUTA et al., 2001). No que refere a plaquetas, o riluzole foi testado 
em poucos trabalhos (CALCERRADA et al., 1999; KALEV-ZYLINSKA et al., 2014) e 
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com intuito de inibir a liberação de glutamato, em estudos que avaliavam a agregação 
plaquetária. Até a presente data não havia na literatura estudos que analisavam seu 




O riluzole, assim como em sua atuação neural, poderia exercer efeito na liberação de 





- Determinar os níveis basais de BDNF liberado por plaquetas de doadores nas 
condições experimentais. 
- Verificar se o tratamento com riluzole afeta os níveis de BDNF liberado por plaquetas 
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Resumo 
O BDNF (fator neurotrófico derivado do cérebro) apresenta diversas funções no 
sistema nervoso central, onde ele contribui para o desenvolvimento cerebral e sua 
funcionalidade, afetando a atividade e sobrevivência neuronal e também modulando os 
níveis de neurotransmissores. Essa neurotrofina é também encontrada no soro, porém 
sua origem e função periférica continuam desconhecidas. Apesar da fonte de BDNF 
circulante não estar claramente definida, ele é estocado em plaquetas e pode ser liberado 
por tratamentos farmacológicos. Níveis baixos de BDNF no soro têm sido relatados na 
patofisiologia da depressão e sua relação é reforçada pelo quadro oposto na condição de 
tratamento com antidepressivos. 
Recentemente, o riluzole foi proposto para o tratamento da depressão, uma vez 
que essa droga é capaz de baixar os níveis de glutamato extracelular e aumentar a 
expressão de BDNF e ambos os mecanismos poderiam estar associados com sua ação 
antidepressiva. Considerando que o riluzole aumenta os níveis de BDNF no soro de 
pacientes, nós investigamos se o tratamento com essa droga poderia estimular a 
liberação dessa neurotrofina de plaquetas humanas obtidas de doadores saudáveis. 
Quando plaquetas foram incubadas com riluzole por 4h, o valor basal de BDNF (92.9 ± 
11.1 pg 10
-6
 plaquetas) foi significativamente aumentado (p < 0.05, n = 27). Esse efeito
estimulatório foi obtido em baixas concentrações de riluzole (a partir de 10μM) e não 
foi observado quando plaquetas foram incubadas com a droga por 24h. A ação direta do 
riluzole evocando a liberação de BDNF de plaquetas humanas em concentrações 
terapêuticas é importante e pode contribuir para o entendimento do seu mecanismo de 
ação no tratamento da depressão. 
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Introdução 
O BDNF contribui para o desenvolvimento do cérebro [1,2] e está relacionado à 
sobrevivência e atividade neuronal uma vez que ele atua como modulador dos níveis de 
neurotransmissores e participa da plasticidade neuronal [3,4]. Nos humanos, macacos e 
ratos, o BDNF também é encontrado no soro em níveis significantes [5-7], porém a 
origem e a função dessa neurotrofina permanece desconhecida. Investigadores têm 
mencionado o cérebro como a fonte dessa neurotrofina circulante [8], apesar de já se ter 
demonstrado que o BDNF atravessa a barreira hematoencefálica em ambas as direções 
[9,10]. De fato, o BDNF pode ser originário de neurônios e células gliais [9,10], porém 
ele também é liberado em taxas significativas por outros tecidos periféricos, como 
diferentes epitélios, onde sua quantidade pode alcançar níveis acima daqueles 
encontrados no sistema nervoso central [11]. Outros exemplos da origem do BDNF não 
relacionada com o SNC são as células brancas [12-14] e plaquetas, essas últimas 
contendo quantidades significativas dessa proteína e podendo fornecer uma importante 
fonte dessa neurotrofina circulante [5]. Foi demonstrado que mais de 99% das proteínas 
do BDNF sanguíneo estão estocadas em plaquetas e podem ser liberadas no soro [6] 
através de tratamento farmacológico [15,16]. 
Estudos recentes têm reportado mudanças nos níveis de BDNF no soro de 
pacientes com doenças psiquiátricas [17-20], como a depressão maior [21]. A relação 
entre diminuição dos níveis de BDNF e a patofisiologia da depressão é sustentada por 
diversos trabalhos [21-25]. Pandey et al. [26] mostraram que a expressão gênica do 
BDNF em linfócitos e sua expressão proteica em plaquetas de pacientes adultos e 
pediátricos com depressão estavam sigficativamente diminuídas, com os autores 
propondo que isso poderia ser um alvo de drogas antidepressivas. De fato, alguns 
antidepressivos aumentam a expressão de BDNF [27] e também evocam a liberação de 
BDNF por plaquetas, de uma forma dose-dependente após tratamento direto in vitro 
[15]. A concentração de BDNF no soro aumenta após tratamento intravenoso com 
antidepressivo e o efeito dessas drogas na liberação de BDNF por plaquetas foi 
relacionado com o nível dessa neutrofina no sangue periférico [15]. 
Recentemente, moduladores glutamatérgicos têm sido propostos como uma 
estratégia para o tratamento de transtornos de humor [28]. Entre essas drogas propostas 
está o riluzole (6-(trifluorometoxi)benzotiazol-2-amina), o qual foi originalmente 
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desenvolvido como um anticonvulsivante [29], porém tem sido usado em um grande 
número de ensaios para condições psiquiátricas nas quais o excesso de glutamato tem 
sido proposto como parte do mecanismo patológico [30-33]. Diferentes mecanismos de 
ação têm sido descritos para o riluzole [32], o que provavelmente explica seus 
complexos efeitos farmacológicos. Por exemplo, um efeito estimulatório na captação de 
glutamato foi observado em baixas concentrações de riluzole [34] e sua habilidade de 
para baixar os níveis extracelulares de glutamato foi sugerida como o mecanismo de 
ação antidepressivo, pelo menos parcialmente [32]. Tratamento com riluzole aumenta 
significativamente os níveis de BDNF no soro de pacientes [37]. Considerando que o 
BDNF no sangue é pensado como sendo originado de plaquetas e há sua evocação por 
drogas antidepressivas, decidimos investigar se o riluzole poderia estimular a liberação 
dessa neurotrofina por plaquetas humanas. 
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Material e Métodos 
Doadores 
Sangue foi coletado de 27 doadores saudáveis, masculinos, os quais não faziam 
uso de antibióticos, antidepressivos ou anticonvulsivantes, no Serviço de Hemoreterapia 
do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. O projeto intitulado 
“Avaliação do efeito periférico de neurofármacos glutamatérgicos” foi aprovado pelo 
Comitê de Ética e Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (CEP-HCPA) e os 
doadores foram informados de sua participação através do Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido, que se encontra em anexo. 
Obtenção das Plaquetas 
Duas amostras de sangue de 4 mL foram retiradas da veia cubital mediana de 
cada doador e estocadas em tubos à vácuo contendo K3-EDTA (BD Franklin Lakes, 
EUA). Imediatamente, os tubos foram gentilmente invertidos 10 vezes e o sangue 
analisado no analisador hematológico ABX Micros ES 60 (HORIBA ABX SAS, Japão) 
para determinação do número de plaquetas em cada amostra. As plaquetas foram 
isoladas como previamente descrito por Mangano e Schwarcz [38]. Os tubos à vácuo 
foram centrifugados a 300 x g por 5 minutos a 4ºC para obtenção do plasma rico em 
plaquetas (PRP). O sobrenadante (PRP) foi cautelosamente removido com uma pipeta 
automática com o cuidado de não provocar nenhum distúrbio à camada de leucócitos 
logo abaixo. O volume de PRP coletado de cada amostra foi anotado e o PRP foi 
transferido para um tubo de microcentrífuga. O PRP foi então centrifugado a 7000 x g 
por 10 minutos a 4ºC. O plasma foi descartado e o pellet ressuspendido em 0,5 mL de 
tampão fosfato sacarose 0,32 M (pH 7,4 a 4ºC). A suspensão, daqui para frente referida 
como concentrado de plaquetas (CP) foi repetidamente passada através de uma ponteira 
de plástico de 1 mL até eliminação de agregados plaquetários. Adicionalmente foram 
pipetados 0,5 mL de tampão fosfato sacarose à suspensão e a solução foi misturada com 
5 gentis inversões do tubo de microcentrífuga. O CP foi novamente centrifugado a 7000 
x g por 5 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em um 
volume de tampão fosfato sacarose (pH 7,4 a 4ºC) igual a um quinto do volume inicial 
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de PRP obtido. Após, as duas suspensões obtidas de cada doador foram juntadas e o 
número de plaquetas foi novamente determinado.  
Como descrito anteriormente por nosso grupo, as plaquetas necessitam ser 
contadas no CP após sua lavagem [39]. O volume médio plaquetário (MPV) e a 
amplitude de distribuição plaquetária (PDW) também foram determinados tanto no 
sangue total quanto no CP para avaliação de variações potenciais nas plaquetas durante 
o processamento. A incubação das plaquetas foi realizada em uma placa de 96 poços e a 
cada poço foram adicionadas 20 x 10
6
 plaquetas em 130 μL de tampão Tris-citrato 
(112,8 mM NaCl, 4,5 mM KCl, 1,1 mM KH2PO4, 1,1 mM MgSO4, 11 mM Na3-citrato, 
25 mM Tris-HCl e 10,2 mM de glicose) pH 6,5. As drogas foram diluídas em tampão 
Tris-citrato e o volume final em cada poço foi de 150 μL. 
 
Quantificação do BDNF 
Os níveis de BDNF extracelulares foram quantificados utilizando o kit ELISA 
Sandwich ChemiKine™ Brain Derived Neurotrophic Factor (Millipore, EUA) seguindo 
as orientações do fabricante. Todas as quantificações foram realizadas em triplicatas em 
placas de 96 poços e uma curva padrão foi realizada para cada experimento. Amostras 
do sobrenadante das plaquetas incubadas foram retiradas e diluídas 1:16 em tampão 
fosfato (pH 7,4) para a quantificação de BDNF. O conteúdo de BDNF plaquetário foi 
calculado dividindo-se o resultado de BDNF obtido pela contagem total de plaquetas do 
mesmo indivíduo, e foi expresso como pg BDNF 10
-6 
plaquetas. A densidade óptica de 
cada poço foi medida utilizando-se um leitor de microplacas (EZ Read 400, Biochrom, 
Reino Unido) ajustado para 450nm. A sensibilidade do kit é de 7,8 pg BDNF mL
-1
 e 




O ensaio de MTT foi realizado para determinar o efeito do riluzole ou sertralina 
sobre a viabilidade plaquetária após 4h e 24h de exposição às drogas. Para períodos 
curtos (4h), 20 μL de MTT (5 mg mL
-1
) foram adicionados a cada poço no momento de 
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plaqueamento das plaquetas, mantidas em temperatura ambiente por 4h. Para períodos 
longos de incubação (24h), 20 μL de MTT (5 mg mL
-1
) foram adicionados a cada poço 
20h após plaqueamento, e as células foram mantidas 4h adicionais à temperatura 
ambiente. Subsequentemente, 150 μL de DMSO foram adicionados para a dissolução 
do formazan, o qual foi detectado utilizando-se um leitor de microplacas (EZ Read 400, 
Biochrom, Reino Unido). A absorção foi lida a 570nm e o valor obtido (UAbs) foi 





Os valores são apresentados como média ± EPM e a análise estatística foi 
realizada utilizando-se o software SPSS. Os dados tiveram distribuição normal, 
conforme determinado pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk e foram analisados 
através de um teste ANOVA de uma via (para BDNF) e ANOVA de duas vias (para 















Lavados plaquetários foram utilizados para analisar se o riluzole poderia 
estimular a liberação de BDNF atuando diretamente sobre essas células. Parâmetros 
plaquetários (números de células, volume médio plaquetário e amplitude de distribuição 
plaquetária) foram analisados no sangue total e após a obtenção do concentrado 
plaquetário, para avaliação se esses parâmetros variavam por conta do processamento. 
O número de plaquetas quantificado em cada CP foi utilizado para normalizar a 
quantidade de BDNF em cada respectivo experimento. Nossos dados mostraram que a 
contagem de plaquetas precisa ser determinada no CP após sua obtenção, uma vez que 
há redução do número de células durante o processamento (rendimento de 42 ± 8%). A 
análise do CP demonstrou a ausência de células contaminantes e, apesar da perda de 
plaquetas, os índices de MPV e PDW não se modificaram após obtenção das células. Os 
índices de MPV e PDW no sangue total foram 8,1 ± 0,6 μm
3 
e 14,9 ± 1,0%,
respectivamente. Quando comparados com o CP, não observamos diferenças 
significativas para os índices de MPV e PDW, os quais mostraram valores de 8,2 ± 0,6 
μm
3
e 14,9 ± 1,0%, respectivamente. Em nossa análise, o número de plaquetas no CP foi





Em nossas condições experimentais, os valores basais de BDNF liberado pelas 
plaquetas dos doadores foram de 9,0 a 220,2 pg 10
-6
 plaquetas. A ampla distribuição do
BDNF quantificado no grupo de estudo é representada na Figura 1. Dada a recente 
evidência de que o tratamento com riluzole causa um aumento de BDNF no soro de 
pacientes (Squitieri F et al, 2009), o efeito dessa droga na liberação de BNDF por 
plaquetas foi testado. Plaquetas de voluntários saudáveis foram tratadas com diferentes 
concentrações de riluzole por 4h e 24h à temperatura ambiente. Quando plaquetas foram 
incubadas com riluzole por 4h, o valor basal de BDNF comparado com os controles 
(92,9 ± 11,1 pg 10
-6
 plaquetas) se mostrou significativamente elevado (p<0,05). Mesmo
para plaquetas de doadores que apresentavam baixo nível basal de BDNF, o tratamento 
com riluzole estimulou a liberação dessa neurotrofina. O aumento mediado pelo riluzole 
foi significativo a partir de 10 μM (15%) sendo mantido elavado para 40 μM (22%) e 
100 μM (20%). Também foi estudado o efeito de 1 μM de riluzole, concentração em 
que o nível de BDNF não diferiu do controle (Figura 2). 
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O efeito do riluzole na liberação de BDNF determinado em nosso modelo foi 
reprodutível em repetidos experimentos, mesmo que variando de indivíduo para 
indivíduo. Considerando a variabilidade no nível basal de BDNF entre diferentes 
doadores (Figura 1), em cada conjunto de experimentos o efeito da droga foi comparado 
com seu respectivo controle. Sertralina também foi utilizada (0,3 μM) como controle 
positivo, tendo em vista que recentemente foi reportado seu efeito indutor na liberação 
de BDNF por plaquetas [15]. Porém, ao contrário das expectativas, em nossos 
experimentos a sertralina não estimulou significativamente a liberação de BDNF.  
O aumento na liberação de BDNF evocado por riluzole não foi observado 
quando plaquetas foram incubadas por 24h com a droga. Para determinar se a 
viabilidade das plaquetas foi afetada pelo riluzole durante a exposição à droga, nós 
utilizamos o ensaio de MTT. Assim, a atividade de enzimas oxidorredutases NAD(P)H-
dependentes foi avaliada após 4h e 24h de incubação. A viabilidade de plaquetas não 
tratadas não diferiu significativamente após os períodos de incubação, apesar de uma 
















Nós avaliamos os parâmetros plaquetários MPV e PDW, uma vez que esses 
índices têm sido correlacionados com a função plaquetária [40]. MPV é uma medida 
que é comumente usada para descrever o tamanho da plaqueta, sendo um indicador da 
ativação das plaquetas [41,42], enquanto PDW representa a faixa de variabilidade do 
volume plaquetário [43]. Levando em consideração que tanto MPV quanto PDW não 
mudaram antes da obtenção das plaquetas e após seu processamento, podemos dizer que 
as células utilizadas nesses estudos não estavam ativadas no momento de exposição ao 
riluzole. De forma importante, não selecionamos uma subpopulação dessas células, já 
que não houve diferença significante nos valores de PDW. Outro ponto importante é 
que nosso protocolo utilizou apenas plaquetas e, consequentemente, o BDNF 
quantificado não pode ser atribuído a células contaminantes, como leucócitos. 
Em nosso estudo, observamos uma ação direta do riluzole, evocando a liberação 
de BDNF de plaquetas humanas. O efeito estimulatório foi atingido em baixas 
concentrações (desde 10 μM), o que pode ser uma informação importante no estudo 
clínico do riluzole. Apesar desse aumento não ser tão grande como demonstrado para 
outro antidepressivo [15], o efeito estimulatório foi reprodutível quando comparado 
com seus respectivos controles, mesmo havendo variações entre diferentes doadores. A 
ausência de efeito estimulatório com sertralina na liberação de BDNF talvez possa ser 
devido ao uso de células humanas, já que Watanabe et al. [15] utilizaram plaquetas de 
ratos em seu estudo. Infelizmente, Watanabe e os coautores não reportaram os níveis 
basais de BDNF obtidos, o que possibilitaria uma comparação com nossos dados. 
O riluzole evocou um efeito agudo sobre as plaquetas, o qual não foi observado 
após maiores tempos de incubação. A liberação de BDNF em resposta ao riluzole de 
forma aguda (4h) e não em 24h sugere que seu efeito deriva de uma evocação de 
neurotrofina já presente nas plaquetas, e não está relacionado ao efeito estimulatório 
sobre a síntese de neurotrofina. Essa informação vai de encontro com dados mostrando 
que a expressão de mRNA de BDNF em plaquetas humanas é extremamente baixa 
[5,10]. 
A descoberta de que o riluzole causa a liberação de BDNF de plaquetas humanas 
é importante, uma vez que essa situação pode ocorrer perifericamente e também em 
regiões profundas do sistema nervoso central, onde plaquetas e astrócitos estão muito 
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próximos e onde essa neurotrofina é capaz de atravessar a barreira hemato-encefálica. 
Além das consequências periféricas dessa liberação mediada por riluzole, os efeitos 
dessa neurotrofina no sistema nervoso central podem ser complexos e significantes, 
especialmente no que se refere ao sistema glutamatérgico. Foi demonstrado que o 
BDNF exerce efeitos agudos na transmissão sináptica glutamatérgica e na plasticidade, 
como por exemplo ao fortificar a transmissão sináptica excitatória através de 
mecanismos pré e pós-sinápticos [44]. Por outro lado, seu efeito estimulatório na 
expressão de transportadores de glutamato astrogliais e a consequente capacidade de 
captação de glutamato também foi descrita [45]. Mais recentemente, foi demonstrado 
que o BDNF regula positivamente a expressão proteica de transportadores vesiculares 
de glutamato (VGLUT1 e VGLUT2) em neurônios hipocampais [46], o que reforça a 
participação do BDNF como um modulador da sinapse glutamatérgica. 
Clinicamente, o riluzole tem sido usado em ensaios para condições psiquiátricas 
onde o glutamato em excesso é proposto como parte do mecanismo patológico [47]. 
Também se sugere que o riluzole tenha efeitos antidepressivos e ansiolíticos no 
tratamento de depressão refratária [32]. Seu efeito nessas condições é associado com a 
habilidade de reduzir os níveis extracelulares de glutamato e também pode envolver sua 
ação estimulatória na expressão de BDNF [32]. Portanto, a demonstração de que o 
riluzole em baixas concentrações causa a liberação de BDNF é significante in vivo e 
mostra a importância de estudar plaquetas de pacientes sob o tratamento dessa droga.  
Conclusão 
O novo efeito descrito para o riluzole pode contribuir para o entendimento dos 
mecanismos envolvidos com sua ação terapêutica, reforçando a sugestão para seu uso 
na psiquiatria, como por exemplo no tratamento da depressão. 
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CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 
Nesse trabalho, demonstramos que plaquetas humanas liberam BDNF quando tratadas 
in vitro com o fármaco riluzole em concentrações terapêuticas. Uma vez que o BDNF 
está envolvido em diversos processos cognitivos e mudanças em seus níveis já foram 
correlacionadas com diversas patologias, o estudo de fármacos que podem modificar os 
níveis circulantes dessa neurotrofina ao atuarem sobre células periféricas tem grande 
relevância. Sendo as plaquetas a principal fonte do BDNF no soro, estudar a liberação 
desse fator trófico por essas células e verificar modulação dessa liberação por fármacos 
comerciais pode abrir caminho para se entender de forma mais ampla o mecanismo de 
ação de determinadas drogas. O riluzole, proposto como antidepressivo, atua sobre 
plaquetas e aumenta a liberação de BDNF extracelular, o que talvez explique em parte 
os efeitos desse fármaco como possível droga no tratamento da depressão. 
Entre as perspectivas, está o entendimento do processo de liberação do BDNF por 
plaquetas, como, por exemplo, em que receptores a droga está atuando e como ocorre a 
saída de BDNF dessas células. Pode-se, inclusive, avaliar a liberação de aminoácidos 
excitatórios e inibitórios, tentando correlacionar mudanças nos níveis desses 
aminoácidos com os resultados já encontrados para BDNF, em se tratando da exposição 
das plaquetas ao riluzole (trabalho que já está em andamento no grupo). Assim, há um 
grande conjunto de possibilidades que podemos explorar, incluindo outras drogas, para 
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Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) has several functions in the central nervous system, where it contributes to brain
development and its functionality through affecting neuronal survival and activity and also modulating neurotransmitter levels.
This neurotrophin is also found in the serum, but its origin and peripheral function remain unknown. Although the source of
circulating BDNF is uncertain, it is stored in platelets and can be released through pharmacological treatment. Decreased levels of
BDNF in the serum have been related to the pathophysiology of depression, and this relationship is reinforced by the reversal of this
condition by treatment with antidepressants. Recently, riluzole has been proposed for the treatment of depression because it has
the ability to lower extracellular glutamate levels and increase BDNF expression; and both mechanisms could be associated with its
antidepressant action. Considering that riluzole enhances BDNF levels in the serum of patients, we investigated if treatment with
this drug could stimulate the release of this neurotrophin from human platelets obtained from healthy subjects. When platelets
were incubated with riluzole for 4 h, the basal value of BDNF (92.9± 11.1 pg 10−6 platelets) was significantly increased (𝑃 < 0.05,
𝑛 = 27). This stimulatory effect was achieved at low concentrations of riluzole (from 10𝜇M) and was not observed when platelets
were incubated with the drug for 24 h. The direct action of riluzole evoking BDNF release from human platelets at therapeutic
concentrations is important and may contribute to the understanding of its mechanisms of action in the treatment of depression.
1. Introduction
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) contributes to
2 brain development [1, 2] and is related to neuronal survival
and activity since it acts as a modulator of neurotrans-
mitter levels and participates in neuronal plasticity [3, 4].
In the human, monkey, and rat, BDNF is also found in
the serum at significant levels [5–7], but the origin and
function of this neurotrophin remain unknown. Investigators
have mentioned the brain as the source for this circulating
neurotrophin [8], even though it has been demonstrated
that BDNF crosses the blood-brain barrier (BBB) in both
directions [9, 10]. Indeed, BDNFmay originate from neurons
and glia cells [9, 10]; however, it is also released at significant
rates by other peripheral tissues, such as different epithelia,
where its amounts may reach levels higher than those found
in the central nervous system (CNS) [11]. Other examples
of BDNF origins other than from CNS are white cells [12–
14] and platelets; the latter contain significant quantities of
this protein and might provide an important source of this
circulating neurotrophin [5]. It has been shown that more
than 99% of blood BDNF proteins are stored in platelets and
that these proteins can be released into the serum [6] through
pharmacological treatment [15, 16].
Recent studies have reported changes in serum BDNF
levels in patients with psychiatric diseases [17–20], such as
major depressive disorders [21]. The relationship between
decreased BDNF levels and the pathophysiology of depres-
sion is supported by several reports [21–25]. Pandey et al. [26]
showed that gene expression of BDNF in lymphocytes and
its protein expression in platelets from adult and pediatric
depressed patients were significantly decreased, and the
authors proposed that it could be a target for antidepressant
drugs. In fact, some antidepressants increase BDNF expres-
sion [27] and also may evoke BDNF release from platelets,
in a dose-dependent manner after direct treatment in vitro
[15]. The BDNF concentration in the serum increases after
intravenous treatment with an antidepressant, and the effect
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of these drugs on BDNF release from platelets was related to
the level of this neurotrophin in the peripheral blood [15].
Recently, glutamatergic modulators have been proposed
as a strategy for the treatment ofmood disorders [28]. Among
the drugs proposed is riluzole (2-amino-6-trifluoromethoxy
benzothiazole), which was originally developed as an anti-
convulsant [29] but has been used in a number of trials
for psychiatric conditions in which glutamate excess has
been proposed as part of the pathologic mechanism [30–
33]. Different mechanisms of action have been reported for
riluzole [32], which probably explains its complex pharmaco-
logical effects. For instance, a stimulatory effect on glutamate
uptake was observed at low glutamate concentration [34],
and this ability to lower extracellular glutamate levels was
suggested as its mechanism of antidepressant action, at least
partially [32]. However, other mechanisms cannot be ruled
out, since riluzole also increases the BDNF expression [35,
36], which could also contribute to its antidepressant action
[32]. Treatment with riluzole significantly increases serum
levels of BDNF in patients [37]. Considering that BDNF in
the blood is thought to originate from platelets and is evoked
by antidepressant drugs, we decided to investigate if riluzole
could stimulate the release of this neurotrophin from human
platelets.
2. Methods
2.1. Subjects. Human blood was collected from 27 healthy
male volunteers registered as donors in the Hemotherapy
Service of the Clinical Hospital of Porto Alegre, Rio Grande
do Sul, Brazil. The study was carried out in accordance
with The Code of Ethics of the World Medical Association
(Declaration of Helsinki) for experiments involving humans.
Informed consent was obtained from the donors and their
privacy rights were observed.
2.2. Procedures. Two samples of 4mL were taken from the
antecubital vein of each donor and placed in vacutainers (BD
Franklin Lakes, USA) containing K
3
-EDTA. Immediately,
they were gently inverted 10 times and placed in an ABX
Micros ES 60 hematology analyzer (HORIBA ABX SAS,
Japan) to determine the number of platelets in each blood
sample. Platelets were isolated as previously described by
Mangano and Schwarcz [38]. The vacutainers were then
centrifuged at 300×g for 5min at 4∘C and the platelet-rich
plasma (PRP) was obtained. The supernatant (PRP) was
carefully removed with a plastic pipette tip, with care not
to disturb the leukocyte layer. The volume of PRP collected
from each sample was recorded and the PRP was transferred
to a microcentrifuge tube. The PRP was then centrifuged at
7000×g for 10min at 4∘C. The plasma was discarded and
the pellet was resuspended in 0.5mL of 0.32M phosphate-
buffered sucrose (pH 7.4 at 4∘C). The suspension, hereafter
referred to as the platelet concentrate (PC), was repeatedly
passed through a plastic pipette tip of 1mL until the visible
platelet aggregates were eliminated. An additional 0.5mL
of buffered sucrose was added to the suspension and the
solutionwasmixedwith 5 gentle inversions.ThePCwas again
centrifuged at 7000×g for 5min at 4∘C.The supernatant was
discarded, and the pellet was resuspended in a volume of
0.32M phosphate-buffered sucrose (pH 7.4 at 4∘C), equal to
one-fifth of the initial volume of PRP obtained. After that,
the two PC suspensions obtained from each subject were
blended and the number of platelets was determined again.
As previously observed by our group, the platelets should be
counted in the PC, after the platelets are washed [39]. The
mean platelet volume (MPV) and platelet distribution width
(PDW) were also determined in both the whole blood and
the PC to evaluate potential variations in the platelets during
the processing. The incubation was performed in a 96-well
plate; to each well were added 20 × 106 platelets in 130 𝜇L










HCl, and 10.2mM glucose), pH 6.5. Drugs were diluted in
Tris-citrate buffer, and the final volume in thewell was 150 𝜇L.
2.3. BDNF Protein Assay. BDNF levels in the supernatants
were measured using a ChemiKine Brain Derived Neu-
rotrophic Factor Sandwich ELISA kit (Millipore, USA) fol-
lowing the manufacturer’s instructions. All BDNF measure-
ments were performed in triplicate on 96-well plates, and a
standard curve was calculated for each experiment. Samples
from the supernatants were diluted 1 : 16 in phosphate buffer
solution (pH 7.4) for BDNFmeasurement.The platelet BDNF
content was calculated by dividing the result for BDNF
obtained by the total platelet count from the same individual
and was expressed as pg BDNF 10−6 platelets. The optical
density of each well was measured using a microplate reader
(EZ Read 400, Biochrom, UK) set to 450 nm; the optical
densitometry datawere analyzedwith the softwareGalapagos
(Biochrom, UK). The sensitivity was 7.8 pg BDNFmL−1 and
the assay exhibited no cross-reactivity with other members of
the nerve growth factor family.
2.4. MTT Assay. The MTT assay was utilized to determine
the effect of riluzole or sertraline on platelet viability after
4 or 24 h of drug exposure. For shorter incubation times
(4 h), 20𝜇L MTT (5mgmL−1) was added to each well at the
time that the platelets were plated, and it was maintained at
room temperature by 4 h. For longer incubation times (24 h),
20𝜇L MTT (5mgmL−1) was added to each well 20 h after
plating andmaintained at room temperature for an additional
4 h. Subsequently, 150 𝜇L of DMSO was added to dissolve
the formazan, which was detected using a microplate reader
(EZ Read 400, Biochrom, UK). The absorption was read at
570 nm; the value obtained (UAbs) was expressed as UAbs
20⋅10−6 platelets.
2.5. Statistical Methods. Values are reported as mean ±
SEM, and the statistical analysis was conducted using SPSS.
The data were normally distributed, as determined by the
Shapiro-Wilk normality test, and were analyzed through one-
way ANOVA (for BDNF) or two-way ANOVA (for MTT)
followed by Tukey’s multiple comparisons test (alpha at 0.05).





















Figure 1: Scatter plot of BDNF released from human platelets. The mean of BDNF values (92.9 ± 11.1 pg 10−6 platelets) is indicated by the

























Figure 2: Stimulatory effect of riluzole on BDNF release. Platelets obtained from healthy donors were incubated with different concentrations
of riluzole (1, 10, 40, or 100𝜇M) for 4 h. Control is represented by the dotted line. Data are presented as mean ± SEM. ∗ Different from control


























Figure 3: Platelet viability during the incubation period.The effect of different concentrations of riluzole on platelet viability was determined
at 4 or 24 h of incubation. No significant differences were observed among the groups. Data are presented as mean ± SEM (𝑛 = 27).
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3. Results
We used washed platelets to test if riluzole could stimulate
BDNF release, acting directly on these cells. Initially, the
platelet indices (cell count, MPV, and PDW) were measured
in whole blood and again after obtaining the PC, to evaluate
if these parameters changed during the processing. Then, the
platelet number quantified in each PC was used to normalize
the BDNF quantity in the respective experiment. Our data
showed that the platelet count should be determined after the
PC is obtained, since the cell number was reduced during the
process (yield of 42 ± 8%). Analysis of PC showed an absence
of contaminant cells; and despite the loss of platelets, the
MPV and PDW indices were not changed after the cells were
obtained. The platelet indices MPV and PDW in the whole
blood were 8.1±0.6 𝜇m3 and 14.9±1.0%, respectively. When
compared with PC, we did not observe significant differences
for MPV and PDW, which showed levels of 8.2± 0.6 𝜇m3 and
15.5 ± 1.2%, respectively. In our analysis, the platelet number
achieved in the PC was 1545 ± 338 × 103mm−3.
In our experimental conditions, the basal values of BDNF
released from platelets of donors ranged from 9.0 to 220.2 pg
10−6 platelets. The wide distribution of BDNF quantified in
the study group is depicted in Figure 1.
Given the recent evidence that riluzole treatment causes
a significant increase of BDNF in the serum of patients [37],
the effect of this drug on BDNF release from human platelets
was tested. Platelets fromhealthy volunteerswere treatedwith
different concentrations of riluzole for 4 or 24 h at room
temperature. When platelets were incubated with riluzole for
4 h, the basal value of BDNF as quantified from the controls
(92.9±11.1 pg 10−6 platelets) was significantly increased (𝑃 <
0.05). Even for platelets from donors who showed lower basal
levels of BDNF, treatment with riluzole stimulated the release
of this neurotrophin. The increase mediated by riluzole was
significant beginning with 10𝜇M (15%) and was maintained
up to 40 𝜇M (22%) and 100 𝜇M (20%). We also tested the
effect of 1 𝜇M riluzole, which did not differ from the control
(Figure 2).
The effect of riluzole on the BDNF release determined in
our model was reproducible in repeated runs, even though
it varied from individual to individual. Considering this
variability in the basal levels of BDNF among different donors
(Figure 1), in each set of experiments, the drug effect was
compared with the respective control.We also used sertraline
(0.3 𝜇M) as a positive control, since it was recently reported
to be a potent inducer of BDNF release from platelets [15].
However, contrary to expectations, in our experiments, the
sertraline did not significantly stimulate BDNF release (data
not shown).
The increase in the release of BDNF evoked by riluzole
was not observed when platelets were incubated with the
drug for 24 h. In order to determine if platelet viability was
affected by riluzole during the exposure, we used the MTT
assay. Hence, the activity of NAD(P)H-dependent cellular
oxidoreductase enzymes was evaluated after 4 and 24 h
incubation. The viability of the untreated platelets did not
differ after the two incubation periods, although slightly less
formazan was produced after 24 h (Figure 3).
4. Discussion
We evaluated the platelet parameters MPV and PDW, since
these indices have been reported to correlate with platelet
function [40]. MPV is a measurement that is commonly
used to describe platelet size and is an indicator of activated
platelets [41, 42], while PDW represents the range of vari-
ability in platelet volume [43]. Taking into account that MPV
and PDW did not change before the platelets were obtained
and after they were processed, we can state that the platelets
used in this study were not activated at the time of exposure
to riluzole. Importantly, we did not select a subpopulation of
these cells, since no significant difference was observed in the
PDW. Another important point is that our protocol used only
platelets, and, consequently, the BDNF quantified cannot be
attributed to contaminant cells such as leukocytes.
In our study, we observed a direct action of riluzole,
evoking BDNF release from human platelets.The stimulatory
effect was achieved at low concentrations (from 10 𝜇M),
which could be important information for the clinical use
of riluzole. Although this increase was not as large as found
for another antidepressant [15], the stimulatory effect was
reproducible when compared with the respective controls,
despite the variations among different donors. The absence
of a sertraline effect on BDNF release might be due to our use
of human cells, whereasWatanabe et al. [15] used rat platelets.
Unfortunately, Watanabe and coauthors did not report the
basal values of BDNF that they obtained, which would allow
comparison with our data.
Riluzole evoked an acute effect on the platelets, which
was not observed after longer incubation times. The release
of BDNF in response to riluzole acutely (4 h) and not
later (24 h) suggests that its effect derived from evoking
neurotrophin release from the platelet pool and is not related
to a stimulatory effect on neurotrophin synthesis. This is
in accordance with data showing that mRNA expression of
BDNF in human platelets is extremely low [5, 10].
The novel finding that riluzole elicits BDNF release
from human platelets is important, since this situation may
occur peripherally and also in deep regions of the CNS,
where platelets and astrocytes are very close and where this
neurotrophin is able to pass through the BBB. Beyond the
peripheral consequences of this release mediated by riluzole,
the effects of this neurotrophin on the CNS may be com-
plex and significant, especially regarding the glutamatergic
system. It has been shown that BDNF exerts acute effects
on glutamatergic synaptic transmission and plasticity, that
is, enhancing excitatory synaptic transmission through pre-
and postsynaptic mechanisms [44]. On the other hand, its
stimulatory effect on the expression of astroglial glutamate
transporters and the consequent increase in glutamate uptake
capacity has also been described [45]. More recently, it was
demonstrated that BDNF upregulates the protein expres-
sion of the vesicular glutamate transporters (VGLUT1 and
VGLUT2) in hippocampal neurons [46], which reinforces the
participation of BDNF as a modulator of the glutamatergic
synapse.
Clinically, riluzole has been used in trials for psychiatric
conditions where glutamate excess is proposed as part of the
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pathologic mechanism [47]. It is also suggested that it pro-
duces antidepressant and anxiolytic effects in the treatment
of resistant depression [32]. Its effect in these conditions is
associated with the ability to reduce extracellular glutamate
levels and also may involve its stimulatory action on BDNF
expression [32]. Therefore, the demonstration that riluzole
causes BDNF release at low concentrations is significant
in vivo and shows the importance of studying platelets
from patients treated with this drug. Studies to clarify the
mechanisms related to BDNF release in human platelets are
currently in progress in our laboratory.
5. Conclusions
The new effect described for riluzole may contribute to
the understanding of the mechanisms involved with its
therapeutic action, reinforcing the suggestion for its use in
psychiatry, such as in the treatment of depression.
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